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(57) Abstract 

The present invention relates to nucleoside derivatives with photo-unstable protective groups of general formula (I). The invention 
further relates to a method for producing said nucleosides, the use thereof and nucleic acid chips consisting thereof. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung bctrifft Nucleosid-Derivate mit photolabilcn Schutzgruppen der allgemeinen Formel (I). Weiter betrifft die 
Erfindung ein Verfahren zur Herstellung dieser Nucleoside, deren Verwendung und daraus aufgebaute Nucleinsaure-Chips. 
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Nucleosid-Derivate mit photolabilen Schiutzgruppen 

Gegenstand der vorliegenden Erfindiing sind Nucleosid-Derivate 
mit photolabilen Schutzgmppen, Verfahren zu deren Herstel- 
lung, deren Verwendung sowie daraus aufgebaute Nucleinsaure- 
Chips . 

Photolabile Schutzgruppen fiir die Hydroxy- und Phosphatfunk- 
tionen in Nucleosiden bzw. Nucleotiden sind von Bedeutung, da 
sie sich fiir die lichtgesteuerte Pa^allel-Synthese von Oligo- 
nukleotiden auf einer soliden Trageroberf lache eignen (Fodor 
et al., Science 1991, 251, S. 767 ff.). Hiermit konnen Oligo- 
nukleotide oder Nukleinsaure-Chips aufgebaut werden, die z.B. 
fiir eine ef f iziente Sequenzierung von Nukleinsauren eingesetzt 
werden konnen . 

Bislang sind einzig photolithograf ische Herstellungsverf ahren 
von DNA-Chips iinter Verwendiing von 3 * -O-Phosphitamiden, die 
entsprechend die temporare photolabile Schutzgruppe an der 5'- 
0-Position aufweisen, bekannt (WO-A-96/18634 ) . Unter Verwen- 
dung dieser Nucleinsaurebausteine lassen sich DNA-Chips her- 
stellen, wobei der Aufbau des Oligomers vom 3'- zum 5 ' -Ende 
erfolgt. Das f ertiggestellte Oligomer ist somit liber das 3 ' -O- 
Ende an der festen Phase verankert, das 5 ' -OH-Ende ist frei 
zuganglich. DNA-Chips, die mit dieser Methode erzeugt wurden, 
lassen sich fiir Hybridisier-ungsexperimente verwenden, aber 
nicht fiir bestimmte Enzymreaktionen (z.B. mit der der DNA- 
Polymerase oder Ligase) , die ein freies 3 ' -OH erfordem. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht deshalb darin, 
3 ' -photolabile Nucleoside und deren Derivate bereitzustellen 
und mit den daraus gewonnenen 3 ' -photolabilen Nucleosiden 
Nukleinsaure-Chips zu generieren, bei denen die liber die 
lichtgesteuerte Synthese aufgebauten Oligomeren liber das 5'- 
Ende an die feste Phase gekoppelt sind und somit Enzymreaktio- 
nen am 3 • -Ende moglich machen. 
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Diese Aufgabe wird erf indungsgemaS durch die Nucleosid-Deri- 
vate der ailgemeinen Fonuel (I) entsprechend Patentanspruch 1 
gelost, Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich aus den 
Unteranspriichen . 

ErfindungsgemaSe Nucleosid-Derivate haben folgende Formel: 

B 

Rc— O- 

R2 R3 





O Rs 



R7 NO2 



mit 

Ri = H. NO,, CN, OCH3, Halogen, Alkyl-, Alkoxy- oder Al- 
koxyalkylrest mit 1 bis 4 C-Atomen oder ein ggf. 
substituierter Arylrest oder ein aliphatischer Acy- 
Irest mit 2 bis 5 Atomen 

H, NO,, CN, OCH3, Halogen, Alkyl-, Alkoxy- oder Al- 
koxyalkylrest mit 1 bis 4 C-Atomen oder ein ggf. 
substutierter Arylrest oder ein aliphatischer Acyl- 
rest mit 2 bis 5 Atomen, 

H, Halogen, NO,, CN, OCH3, Alkyl-, Alkoxy- oder Al- 
koxyalkylrest mit 1 bis 4 C-Atomen oder ein ggf. 
substituierter Arylrest oder aliphatischer Acylrest 
mit 2 bis 5 Atomen, 
R* = H, Halogen, NO,, CN, OCH3, Alkyl-, Alkoxy- oder Al- 
koxyalkylrest mit 1 bis 4 C-Atomen oder ein ggf. 
substituierter Arylrest oder aliphatischer Acylrest 
mit 2 bis 5 Atomen, 
rb = H, Dimethoxytrityl oder eine in der Nucleotidchemie 
ubliche schutzgruppe oder eine iibliche funktionelle 
Gruppe zur Herstellung von oligonukleotiden ubliche 
Schutzgruppe 

r6 = H, OH, Halogen oder W, wobei 4' = O oder S und R« = 
Alkyl- Oder Alkoxyalkyl mit 1 bis 4 C-Atomen oder 
ein ggf. substituierter Arylrest oder ein aliphati- 
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scher Acylrest mit 2 bis 5 Atomen sowie eine in der 

Nukleotidchemie iibliche Schutzgruppe 
= H, NO2, CN, OCH3, Halogen, Alkyl-, Alkoxy- oder Al- 

koxyalkylrest mit 1 bis 4 C-Atoinen oder ein ggf . 

substituierter Arylrest oder aliphatischer Acylrest 

mit 2 bis 5 Atomen, 
n = 0 Oder 1 
X = SO2, OCO, OCS 

B = H, Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin, Uracil, 2,6-Di- 
aminopurin-9-yl , Hypoxanthin-9-yl , 5-Methylcytosin- 
1-yl, 5-Amino-4-Imida2olcarbonsaure-l-yl oder 5-Ami- 
no-4-Imidazolcarbonsaureamid-3-yl , wobei im Falle 
von B = Adenin, Cytosin oder Guanin die primare Ami- 
nofunktion ggf. eine temporare oder permanente Schu- 
tzgmppe aufweist bzw. Thymin oder Uracil an der 04- 
Position ggf. eine permanente Schutzgruppe aufweist. 

Die Alkyl-, Alkoxy- oder Alkoxy a Ikylgruppe der Reste R^, RS R\ 
R'* und R"' kann linear oder verzweigt sein, saibstituiert (ins- 
besondere mit einem oder mehreren Halogenatomen) oder unsub- 
stituiert sowie gesattigt oder ungesattigt sein. Zwischen den 
Resten kann eine Bruckenverbindung bestehen, z,B. iiber eine 
Methylengruppe, so da£ sich eine weitere Ringfunktion ergibt. 
Analoges gilt fur die Axyl- oder Arylgruppe der Reste R^ R\ 
R^ Oder R''- Hier kommen als Substituenten neben Halogenatomen 
auch Alkylgruppen in Frage . Bevorzugte Alkylreste sind Methyl- 
, Ethyl-, n-Propyl-, n-Butyl-, iso-Propyl, tert-Butyl-. Bevor- 
zugte Alkoxyreste sind die Methoxy-, Ethoxy- oder tert-Butoxy- 
gruppierung. Bevorzugte aliphatische Acylreste sind der For- 
mylrest (-CHO) , Acetylrest (-CO-CH3) , Propionylrest (-CO-C2H5) 
Oder Butyrylrest (-CO-CjH^)- Bevorzugte (Hetero) Arylreste sind 
der Phenyl-, Thienyl-, Thiophenyl-, Furyl-, Furanyl-, Pyranyl- 
, Pyrrolyi-, Imidazolyl-, Pyrazolyl-, Pyridyl-, Pyrazinyl-, 
Pyrimidinyl-, Pyrazinyl-, Pyridazinyl- , Thiazolyl-, Oxazolyl-, 
Indolyl- , Pyrrolinyl- , Imidazolinyl- , Pyrazolinyl- , Thiazoli- 
nyl-, Triazolyl-, Tetrazolylgruppe sowie sich daraus ergebende 
annellierte Ringe. 
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Vorzugsweise stellt H oder einen Methylrest dar. Im Falle 
von 9f: H sind die Substituenten R^ - R^ am Phenylring 

vorzugsweise Wasserstof f reste . Aufierdem stellt im Falle von R^ 
= OCH3 R^ vorzugsweise einen Wasserstof f rest dar. 

In der Position R^ bedeutet "eine bei der Herstellung von 
Oligonukleotiden iibliche Schutzgruppe" beispielsweise eine 
Phosphitamid-Gruppe, wie P-NC-CH2-CH2-O-P-N (Q) 2 / P-NC-C6H4-CH2- 
CH2-0-P-N(Q)2. p-N02-C6H4-CH2-CH2-0-P-N(Q)2 Oder CH2=CH-CH2-0-P- 
N{Q)2/ wobei die Q-Gruppen gleich oder verschieden sein konnen 
und lineare oder verzweigte Alkylreste mit 1 bis 4 C-Atomen, 
vorzugsweise Ethyl- oder Isopropylreste , bedeuten. 

In der Position R^ bedeutet "eine in der Nukleotidchemie iibli- 
che Schutzgruppe" (=R®) insbesondere H sowie die iiblichen O- 
Alkyl-, 0-Alkenyl-, 0-Acetal- oder O-Silylether-Schutzgruppen. 
Bevorzugte Schutzgruppen sind 0-Methyl- oder 0-Ethylreste, O- 
Allylreste, O-Tetrahydropyranyl- bzw. 0-Methoxytetrahydropyra- 
nyl-Reste sowie O-t-Butyldimethyls ilyl -Reste . 

Die an den Basen B ggf . permanent vorkommenden Schutzgruppen 
basieren vorzugsweise auf Acyl-Schutzgruppen . Bevorzugt sind 
vor all em Phenoxyac e ty 1 - , tert-Butylphenoxy acetyl- , 
Isobutyryl-, Acetyl-, Benzoyl-, Allyloxycarbonyl- , Phthaloyl-, 
Dansylethyloxycarbonyl-, 2- (4-Nitrophenyl) ethoxycarbonyl- oder 
Dimethylformamidino-Reste. Im Falle von Adenin, Cytosin und 
Guanin handelt es sich vorzugsweise urn Phenoxyacetyl- , tert- 
Butylphenoxy acetyl. Acetyl- Oder 2- ( 4-Nitrophe- 
nyl ) ethhoxycarbonyl-Gruppen z\am Schutz der exocyclischen Ami- 
nofunktionen. Die 0^-Position von Guanin kann ggf. durch eine 
Schutzgruppe wie 2- (4-Nitrophenylsulfonyl) ethyl- oder 2- (4- 
Nitrophenyl) ethyl- geschutzt sein. Ebenso kann die 0*-Position 
von Thymin oder Uracil eine Schutzgruppe wie 2- (4-Nitrophenyl- 
sulfonyl) ethyl- Oder 2- (4-Nitrophenyl) ethyl- aufweisen. 

Halogen bedeutet erf indungsgemaS F, Cl, Br, I, wobei die drei 
letztgenannten bevorzugt sind. 
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Die Herstellung der erf indungsgemaSen Nucleosid-Derivate ist 
beispielhaft in Fig. 2 gezeigt, worauf nachfolgend Bezug ge- 
nommen wird. Die Erwahnung von bestimmten Halogen- und Alkyl- 
subs ti tut ionen schliefit iinmer gleichwirkende Aquivalente ein, 
z.B. "Chlor-" schlieSt nicht aus , daS auch die entsprechenden 
lod- Oder Bromverbindungen einsetzbar sind. Ebensolches gilt 
fur "Methyl-", das auch die entsprechenden anderen Nieder- 
alkylverbindungen, wie Ethyl-, Propyl- oder Butyl mit ein- 
schlieSt. Die Reste R^, R^, R^, R^, R*, R^ und X haben die oben 
genannten Bedeutungen. 

Die Herstellung beginnt mit der Praparation eines Acylierungs- 
reagenzes. Hierzu wird auf Fig. 1 verwiesen, Ausgegangen wird 
hierfiir bevorzugt von einem Chlorkohlensaureester {II, mit X = 
OCO) , der sich beispielsweise gemaS der Vorschrif t in WO-A- 
96/18634 Oder gemaS nachf olgendem Beispiel 1 erhalten laSt. 
Analog ist ein gewiinschter Chlorthiokohlensaureester - ( II , mit 
X = OCS) liber die analoge Umsetzung mit Thiophosgen zugang- 
lich. Das Acylierungsreagenz (IV) wird dann durch Umsetzung 
des Chlorkohlensaureesters (II, mit X = OCO) oder des Chlort- 
hiokohlensaureesters (II, mit X = OCS) oder eine entsprechen- 
des Sulfonylchlorid-Derivat (II, X = SOj) mit einer Verbindung 
(III), vorzugsweise N-Methylimidazol , generiert. Diese Re- 
aktionen werden in einem polaren organischen Losungsmittel , 
vorzugsweise Dichlormethan, bei Temperaturen zwischen -10°C und 
+ lO^C, vorzugsweise bei 0°C, durchgef uhrt . Vorzugsweise wird 
der Reaktion Molekularsieb zugesetzt \ind mit einem Uberschufi 
an Verbindung (III), bevorzugt N-Methylimidazol , in bezug auf 
die eingesetzte Verbindung (II) gearbeitet: 1-10 Aguivalente, 
bevorzugt 2-5 Aquivalente. Altemativ zu N-Methylimidazol kann 
die Generation des Acylierungsreagenzes auch mittels anderer 
heterocyclischer Verbindungen (III) , wie Pyridin, 4-N,N-Di- 
methylaminopyridin (DMAP) , Triazol, Tetrazol oder Imidazol 
verlauf en. 

Altemativ ist das Acylierungsreagenz (IV, Z = triflat) ausge- 
hend von N, N-Carbonyldi imidazol (V, Y = CO) oder N,N-Thiocar- 
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bonyldiimidazol (V, Y = CS) nach Methylierung mit einem Methy- 
lierungsreagenz (VI) . vorzugsweise Tr i f luorme than- 
sulfonsauremethylester, und Umsetzung mit dem entsprechenden 
Alkohol (VIII) zuganglich. Hierbei wird die Reaktion bevorzugt 
in einem polaren organischen Losungsmittel , vorzugsweise in 
Nitromethan oder einem Gemisch von Nitromethan und Dichlor- 
methan, bei Temperaturen zwischen -10 und +10°C, vorzugsweise 
0°C, durchgefiihrt. Die Methylierung von (V) erfolgt beispiels- 
weise gemaE Rapoport et al . , J. Am. Chem. Soc . 1989, 111, S. 
4856-4859. Nach erfolgter Methylierung wird der entsprechende 
Alkohol (VIII) zugesetzt und somit das Acylierungsmittel vom 
imidazoliumtyp (IV, Z = triflat) in Form eines Trif latsalzes 
generiert. Werden bei der Methylierung von (V) als Methylie- 
rungsreagenz (VI) Methyl jodid oder Meerweinsalze eingesetzt, 
konnen die Acylierungsreagenzien (IV) entsprechend in Form 
ihrer lodid oder Tetraf luoroborat-Salze erzeugt werden. Die 
Umsetzung von Verbindung (V) mit dem entsprechenden Methylie- 
rungsmittel erfolgt vorzugsweise im Verhaltnis 1:1 bis 1:10. 
bevorzugt im Verhaltnis 1:2. Die Umsetzung der methylierten 
Form (VI) mit dem entsprechenden Alkohol (VIII) erfolgt vor- 
zugsweise im verhaltnis 1:1 bis 1:10, ganz bevorzugt im Ver- 
haltnis 1:1 bis 1:2. 

Das Acylierungsreagenz (IV) wird weiter mit einem ggf. ge- 
schiitzten Nucleosid (IX) umgesetzt. 5 • -DMTr-geschutzte Nucleo- 
side der allgemeinen Formel (IX) sind beispielsweise kauflich 
erhaltlich von den Firmen Proligo, Fluka, Sigma oder Aldrich. 

Die umsetzung des Acylierungsreagenz (IV) mit den geschiitzen 
Nukleosiden (IX) erfolgt vorzugsweise in Dichlormethan oder 
einem Losungsmittelgemisch aus Dichlormethan und einem polaren 
organischen LSsungsmittel ggf. in Gegenwart einer Base, wie 
Pyridin, N-Methylimidazol . 4,N,N-Dimethylaminopyridin, Ethyl- 
diisopropylamin (EtN(i-pr),) oder Triethylamin, bei Temperatu- 
ren zwischen -60 und +25°C, bevorzugt 0°C . Als polares organi- 
sches Losungsmittel wird vorzugsweise Dichlorethan, Nitro- 
methan, DMF Oder pyridin eingesetzt. Das Mi schungs verhaltnis 
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von Dichlormethan zu dem polaren organischen Losungsmittel 
unterliegt keiner Beschrankung . Vorzugsweise werden jedoch 1 
bis 3 Vol. -Telle Dichlormethan pro Vol.-Teil polarem organi- 
schem Losungsmittel eingesetzt. Bevorzugt wird eine Losung des 
Acylierungsreagenz (IV) in Dichlormethan vorgelegt \ind- das 
Nucleosid (IX) , welches ebenso in Dichlormethan gelost wurde, 
zugetropft. Das Molverhaltnis von Acylieriingsreagenz zu Nu- 
cleosid kann vorzugsweise zwischen 1:1 bis 5:1, bevorzugt bei 
3:1, ganz bevorzugt bei 2:1 liegen, d.h. das Acylieriingsrea- 
genz wird bevorzugt im Uberschufi verwendet. Die Konzentration 
des Nucleosids im Los\ingsmittelgemisch unterliegt keiner Be- 
schrankung. Sie liegt jedoch bevorzugt im Bereich von 0,1 bis 
3,0 mmol pro 10 ml Losungsmittel. 

Nach erfolgter Umsetzung (bevorzugte Reaktionszeit : 1-12 Std.) 
kann das erhaltene Nucleosid-Derivat (X) isoliert werden. 
Danach erfolgt das Abspalten der 5 ' -Schutzgruppe am Nucleosid- 
bestandteil durch Umsetzen mit bevorzugt Trichloressigsaure 
Oder Toluolsulf onsaure, ggf . mit Camphersulf onsaure oder Di- 
chloressigsaure in Dichlormethan. Es wird das Nucleosid-Deri- 
vat (XI) erhalten, das Formel (I) gehorcht . 

Falls es gewiinscht ist, kann an der 5 ' -Position des Nucleosid- 
Derivats (XI) eine Phosphitamid-Gruppe eingefuhrt werden. Dies 
geschieht beispielsweise durch die Umsetzung des Nucleosid- 
Derivats (XI) mit Bis (diisopropylamino) (£-cyanoethoxy ) phosph- 
in unter Zusatz eines leicht aciden Katalysators (beispiels- 
weise Tetrazol, Pyridin-Hydrochlorid) oder durch Umsetzung des 
Nucleosidderivats mit Chlor-Diisopropylamino-2 -cyano- 
ethoxy ) phosphin unter Zusatz einer Base (z.B Dii- 
sopropylethylamin, N-Methylmorphin, Lutidin oder Collidin) und 
einem Losungsmittel (z.B. THF, Dichlormethan) . Dabei entsteht 
Verbindung (XII) . 

Der Vorteil die Umsetzung des geschutzten Nucleosids mit einem 
milden Acylierungsreagenz durchzuf iihren, liegt in der Selekti- 
vitat der Reaktion. Es werden quantitative Acylierungen der 
3 ' -0-Position des Nucleosidbausteins ohne nachteilige Neben- 
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produktf ormation erhalten. Warden hierzu reaktivere Acylie- 
rungsreagenzien, wie z.B. der entsprechende Chlorkohlen- 
saureester selbst, verwendet, tritt eine iinkontrollierte Re- 
aktion ein. Es werden eine grofie Anzahl von Nebenprodukten 
gebildet, d.h. es besteht hierbei keinerlei Selektivitat fiir 
das gewunschte 3-monoacylierte Produkt . In einer ganz beson- 
ders bevorzugten Ausftihirungsf orm wird das geschiitzte Nucleosid 
mit dem Acylierungsreagenz iinter Zusatz von Molekularsieb 
durchgefiihrt . Mit Molekularsieb ist eine Steigeirung der Selek- 
tivitat fur das gewunschte 3 ' -monoacylierte Produkt zu be- 
obachten. 

Die erf indungsgemaSen 3 ' -photolabilen Nucleoside konnen bei 
der photolithograf ischen Nukleinsaurechip-Synthese eingesetzt 
werden. Verfahren hierzu sind dem Fachmann ausreichend bekannt 
(z.B. Fodor et al., s.o), Ein geeignetes Verfahren hierzu ist 
beispielsweise auch in der deutschen Anmeldung DE 198 58 440.7 
gezeigt. Dort wird zwar ein Verfahren gezeigt, das von 5'- 
photolabilen Nucleosiden ausgeht, aber die dort gezeigte Me- 
thodik la£t sich auf die Verwendung von 3 ' -photolabilen 5'- 
Phosphitamiden (gemaS Formel XII von Fig. 2) analog ubertra- 
gen. Bei diesem Verfahren wird der bei der Chip-Synthese ubli- 
che Bestrahlungsschritt in Anwesenheit einer Base durchgefiihrt 
wird. Dieses Verfahren zur photolithograf ischen Biochip-Syn- 
these bietet den Vorteil, daS eine effiziente Abspalt-ung von 
photolabilen Schutzgruppen stattf indet . 

Unter einem Nucleinsaurechip sollen erf indungsgemafi auf einem 
Trager aufgebaute Biomolekule, wie DNA oder KNA, sowie Nu- 
cleinsaureanaloga, wie PNA, LNA oder Chimaren von diesen mit 
DNA, RNA oder untereinander verstanden werden. 

Erf indungsgemaS ist jegliche(r) auf diesem Gebiet tibliche 
Trager bzw. Matrix bei der Nucleinsaurechip-Herstellung ein- 
setzbar. Dies sind insbesondere Glas, Folien bzw. Membranen 
aus Polypropylen, Nylon, Cellulose, Cellulosederivate (z.B. 
Celluloseacetat , Cellulose-Mischester ) , Polyethersulf onen, 
Polyamiden, Polyvinylchlorid, Polyvinylidenf luorid. Polyester, 
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Teflon Oder Polyethylen. Die Trageroberf lachen konnen auch itiit 
freien oder geschiitzten f \inktionellen Gruppen versehen sein, 
z.B. eine Amino-Gruppe, Hydroxyl-Gruppe , Carboxyl-Gruppe, 
Carbonyl-Giruppe, Thiol-, Amid- oder Phosphat-Gruppe tragen. In 
einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm weisen die Trageroberf lachen 
eine Derivatisierxing gemaE der deutschen Patentanmeldung 198 
53 242.3 auf. 

Bei dem oben genannten bevorzugten Verfahren zur photolitho- 
grafischen Biochip-Synthese gemafi der deutschen Anmeldung DE 
198 58 440.7 werden die Schritte Kondensation, Oxidation \ind 
Capping wie iiblich (Fodor et al., "Science 1991, 251, S. 767 
ff.) durchgefuhrt . Allerdings findet der erste Schritt der 
Synthese, namlich die Bestrahlung, unter Zusatz von Basen, 
bevorzugt starken Basen, insbesondere nicht-nukleophilen Ba-^ 
sen, statt, was in Zusammenwirken mit dem bei der Bestrahlung- 
angewendeten Licht zu einer uberraschend effektiven Abspaltung 
der Schutzgruppen fiihrt. Als Basen eignen sich die dem Fach- 
mann bekannten Basen, wie z.B. DBU ( 1 , 8 -Diazabi - 
cyclo [5 .4 . 0] undec-7-en, DBN (1, 5-Diazabicyclo [4.3. 0]non-5-en, 
Diiisoproylethylamin, Pyridin, Piperidin, Triethylamin, Dii- 
sopropylamin, N-Methylmorpholin, 2,6-Lutidin, Collidin, N- 
Methyl imidazo 1 , Dabco, N,N, -Dimethylaminopyridin. Die Bestrah- 
lung kann unter den iiblichen Bedingungen stattfinden. Die 
Wellenlange der Bestrahlung ist von der verwendeten Schutz- 
gruppe abhangig. Die geeigneten Wellenlangen sind dem Fachmann 
bekannt. Die Menge an wahrend der Bestrahlung anwesender Base 
variiert zwischen 0,01 M und 1,0 M und ist natlirlich von der 
Basenstarke abhangig. So hat sich es sich bewahrt 0,03 bis 1 M 
(bevorzugt 0,05 bis 0,5 M) DBU in Acetonitril, 0,03 bis 0,8 M 
(bevorzugt 0,05 M) Diisoproylethylamin in Acetronitril oder 
0,03 bis 1 M (bevorzugt 0,05 M) Piperidin in Acetonitril zu 
verwenden . 

Nucleinsaure-Chips, die unter Verwendung erf indungsgemaSer 
Nucleoside hergestellt worden sind, sind dadurch gekennzeich- 
net, da£ das f ertiggestellte Oligomer mit der 5 ' -Position mit 
der festen Phase verb\inden ist, das 3 ' -OH aber frei zuganglich 
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ist (vgl. Fig. 3). DNA-Chips, die mit dieser Methods erzeugt 
warden, lassen sich sowohl fiir Hybridisieriingsexperimente als 
auch fur bestimmte Enzymreaktionen (z.B. DNA-Polymerase) , die 
ein freies 3 * -OH erfordern, verwenden. Somit haben Nucleinsau- 
re-Chips (bevorzugt DNA-Chips), die mit dieser Strategie er- 
zeugt wurden, einen weit groSeren Anwendungsbereich, da mit 
diesen sowohl alls Experimente durchgefiihrt werden konnen wie 
mit den "iiblichen" DNA-Chips, aber dariiberhinaus noch hochpar- 
allel f estphasengestiitzte Enzymreaktionen (z.B. cDNA-Synthese , 
Ligase-Reaktionen, reverse Transkription, PCR, multiplex-PCR) 
durchgefiihrt werden konnen. Damit erschlieSen sich neue Anwen- 
diingsgebiete (z.B. DNA-Computing, f estphasengestiitzte Sequen- 
zierung) . 

Die Erfindung wird weiter anhand der nachf olgenden Figuren 
beschrieben . 

Fig. 1: Herstellung eines Acylierungsreagenzes (allgemein) 

(a) Herstellung des Acylierungsreagenzes fiir X = 
OCO 

(b) Herstellung des Acylierungsreagenzes fiir X = 
OCS 

(c) Herstellung des Acylie3rungsreagenzes fiir X = 
SO2 

Fig. 2: Allgemeiner Syntheseplan erf indungsgemafier 3 ' -photo- 
labiler Nucleosid-Derivate 

Fig. 3-7: Syntheseplane der Verbindungen gemaS der Beispiele 
1-16 

Fig. 8: Aufbau eines Oligonukleotids unter Verwendung 3 ' -O- 
photolabiler 5 * -Phosphitamide gemafi Formel (I) 

Fig. 9: Fluoreszenz-Image eines DNA-Chips, der xinter Ver- 
wendxing von 3 ' -O- [2- {2-Nitrophenyl ) propoxycarbonyl] - 
thymidin-5 ' -O- [ (2-cyanoethyl-)N,N, -dii- 
sopropylphosphoramidit] hergestellt wurde. Auf der 
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Trageroberf lache wurde die Sequenz dT^ aufgebaut. Das 
dT^ - Oligonukleotid ist mit seinem 5 ' -Ende auf der 
Oberf lache verankert, das 3 ' -OH steht flir eine En- 
zymreaktion frei zur Verfugung. Das abgebildete Flu- 
ores zenz- Image wurde nach Hybridisierung des Chips 
mit Cy5-markiertem dAjg erhalten. Das Muster ent- 
spricht der verwendeten Maske. 

Fig. 10: Fluoreszenz-Image eines DNA-Chips, der unter Ver- 
wendung von 3 * -O- [ 6-Nitroveratryl ) oxycarbonyl] -thy- 
midin-5 ' -O- [ (2-cyanoethyl- ) N, N, -diisopropylphospho- 
ramidit] hergestellt wurde-. Auf der Trageroberf lache 
wurde die Sequenz dT^o aufgebaut. Das dT^o - Oligonu- 
kleotid ist mit seinem 5 ' -Ende auf der Oberf lache 
verankert, das 3 * -OH steht fur eine Enzymreaktion 
frei zur Verfugung. Das abgebildete Fluoreszenz-Ima- 
ge wurde nach Hybridisierung des Chips mit CyS-mar- 
kiertem dA^g erhalten. Das Muster entspricht der 
verwendeten Maske. 



Fig. 11 zeigt das Fluoreszenz-Image eines DNA-Chips der zur 
Bestimmung der Bestrahlungszeit fiir die von 3 * -O- 
[ ( 6-Nitroveratryl ) oxycarbonyl ] -Schutzgruppe verwen- 
det wurde. Von links nach rechts wurde mit 1, 5, 10, 
15, 20, 25, 30, 35 min ein oberf lachengebundener 3'- 
O- [ ( 6 -Ni trover a try 1) oxycarbonyl] -Baustein bestrahlt. 
Im Anschluss wurde die erfolgte Abstraktion der von 
3 • _o- [ ( 6-Nitroveratryl) oxycarbonyl] -Gruppen durch 
permanentes Labeling mit einem Cy5-Farbstof f sicht- 
bar gemacht. Das Muster entspricht der verwendeten 
Maske . 



Fig. 12 Polymerase-Reaktion auf einem DNA-Chip (Sequenz: 
dTg) , der unter Verwendung von 3 ' -O- [2- (2-Nitrophe- 
nyl)propoxycarbonyl] -thymidin-5 ' -O- [ (2-cyanoethyl-) - 
N , N- di i s opr opy 1 -phosphor ami di t ] herge s t e 1 1 1 wurde . 
Die Polymerase-Reaktion (Primer Extension) wurde mit 
den abgebildeten Nucleotid-Sequenzen durchgefiihrt 
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und deren Erfolg mittels Hybrid! sierung sichtbar 
gemacht . Gezeigt sind die Fluoreszenz -Images , die 
nach gleichzeitiger Hybridisierung mit Cy5-iaarkier- 
ten dAi6 uxxd CyB-markiertem d (CTATAGTGAGTCGTA) erhal- 
ten warden. Mit Cy5-dAi6 wird die mittels licht-ge- 
steuerter Synthese auf der Trageroberf lache erzeugte 
dTg-Sequenz detektiert; mit Cy3-d (CTATAGTGAGTCGTA) 
wird ausschlieSlich die Kettenverlangerung des 
oberf lachengebundenen Primers durch die Polymerase- 
Reaktion detektiert. 

Fig. 13 Ligase-Reaktion auf einem DNA-Chip (Sequenz: dTio) , 
der unter Verwendung von 3 • -O- [2- (2-Nitrophe- 
nyDpropoxycarbonyl] -thymidin-5 ' -0- [ (2-cyanoethyl-) - 
N,N-diisopropylphosphoramidit] hergestellt wurde . 
Die Ligase-Reaktion wurde mit den abgebildeten Nu- 
cleotid-Seciuenzen durchgefiihrt und deren Erfolg mit- 
tels Hybridisierung sichtbar gemacht . Gezeigt sind 
die Fluoreszenz-Images, die nach gleichzeitiger Hy- 
bridisierung mit Cy5-markiertem dA^g 'und Cy3-markier- 
tem d{ CTATAGTGAGTCGTA) erhalten wurden. Mit CyS-dAie 
wird die mittels lichtgesteuerter Synthese auf der 
Trageroberf lache erzeugte dT^Q-Sequenz detektiert ; 
mit Cy3-d( CTATAGTGAGTCGTA) wird ausschliesslich die 
Ankniipfung der Sequenz d (5 ' -Phosphat-AATACGACTCACTA- 
TAG) durch die Ligase-Reaktion detektiert. In der 
Mitte der Arrays wurde als Negativkontrolle keine 
Ligasereaktion durchgefiihrt \md daher ist dieser 
Spot auch nur im Cy5-Kanal und nicht im Cy3-Kanal 
sichtbar. 

Die Erfindung wird weiter anhand der nachf olgenden Beispiele 
beschrieben . 

Die Reaktionsschemata zur Herstellung der nachf olgenden Ver- 
bindungen ist in den Figuren 3-7 gezeigt, worauf nachf olgend 
Bezug genommen wird. 
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Reagenzien: DMTr-geschutzte Nucleoside, 2-Cyanoethyl- N,N,N,N- 
tetraisopropyl-phosphoro-diamidite und 2-Cyanoethyl-N, N-dii- 
sopropy Iphosphor- imidochl oridit von Paroligo ( Hciinb"U2rg / Germa- 
ny) . Alle anderen Reagenzien von Fluka (Ulm, Germany) 

Beispiel 1: 2- (2-Nitrophenyl) propoxycarbonylclilorid (1) 

Zu 5 ml Diphosgen (41.4 mmol) in 10 ml absolutem THF werden 
\inter Stickstof f atmosphare bei 0*^C iiber eine Kanule eine Losung 
bestehend aus 7.2 g 2- (2-Nitrophenyl ) propanol (39.7 mmol) und 
4.4 ml N-Methylmorpholin (39.7 mmol) in 15 ml absolutem THF 
langsam zugegeben. Nach 1 hr Riihxen bei 0°C wird vom gebildeten 
Niederschlag abgesaugt und das Filtrat am Hochvakuum abgezo- 
gen. Man erhalt 6.91g von 1. in Form eines braunen 01s (71 %) . 

Beispiel 2 : N^- [2- (2-Nitrophenyl) propoxycarbonyl] -N-me- 

thyl-imidazolitunclilorid ( 2 ) 

1.07 ml 2--(2-Nitrophenyl )propoxycarbonylchlorid (1) (4.4 mmol) 
werden langsam zu einer L5sung von 1,24 ml N-Methylimidazol 
(14.7 mmol) in 4 0 ml Dichloromethan iiber Molsieb 4A bei O^C 
zugetropft. Nach 30 min Rtihren im Eisbad wird diese Losxing 
direkt mit 1.2 Equivalenten der 5 ' -O-geschiitzten Nucleosidbau- 
steine zur Acylierung eingesetzt werden. 

Beispiel 3: l-Methyl-3-[2-(2-nitrophe- 

nyl)propoxycarbonyl] -imidazoliumtrif lat (2a) 

Unter Stickstof f atmosphare werden 2.19 g N, N-Carbonyldiimida- 
zol (13.5 mmol) in 40 ml absolutem Dichlormethan und 10 ml 
absolutem Nitromethan gelost und auf 0**C gekiihlt, Es werden 3 
ml Trif luormethansulf onsauremethylester (27 mmol) zugegeben 
und bei 0**C geriihrt. Nach 3 0 min wird eine Losung bestehend aus 
1.22 g 2- (2-Nitrophenyl) propanol (6.75 mmol) in 10 ml absolu- 
tem Dichlormethan zugegeben. Die Reakt ions 15 sung kann nach 1 
hr Reaktionszeit direkt mit 1.2 Equivalenten der 5 ' -0-ge- 
schlitzten Nucleosidbausteine zur Acylierung eingesetzt werden. 
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Beispiel 4: n4- ( (4-""butylplienoxy) acetyl) - 5'-0-(4,4'- 

dimethoxy-trityl) -3 ' -O- [2- (2-nitrophe- 
ny 1 ) proposcycarbonyl ] - 2 ^ -deoxycyt idin ( 8 ) 

ZU 1.2 equiv N^- [2- (2-Nitrophenyl)propoxycarbonyl] -N-methyl- 
imidazolium chlorid (2) (3.7 mmol) in 50 ml Dichlormethan iiber 
Molsieb 4A werden innerhalb 10 min eine Losung aus 2.27 g N4- 
( (4_tertj3^tylphenoxy) acetyl) -5 ' -O- (4 , 4 ^ -dimethoxytrityl) -2 ' -O- 
desoxycytidin (4) (3.1 mmol) in 20 ml Dichlormethan bei 0°C 
zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde uber Nacht bei 0°C 
geruhrt, dann mit gesattigter NaHC03 (100 ml) extrahiert, iiber 
Na2S04 getrocknet und evaporiert. Reinigung iiber Flash Chroma- 
tographie (0-66 % Ethylacetat in Toluol) ergab 2.12 g (74%) 
der Titelverbindung. 

^H-NMR (DMSO) : 5_10.90 (br, NH) , 8.04 (2d, H-C(6)), 7.80 (m, 
IH o zu NO2), 7.67 (m, IH m zu NO^, IH p zu NO^) , 7.47 (m, IH m 
zu NO2), 7.19-7.34 (m, 9H DMTr, 2Hm zu ""butyl), 6.99 (2d, H- 
C(5)), 6.84 (m, 4 H DMTr, 2H o zu ""butyl), 6.07 (m, H-C(IM), 
5.10 (ra, H-C(3M), 4.77 (s, CH^O) , 4.14-4.35 (m, OCH.CH, H- 
C(4M), 3.70 (m, 2 OCH3) , 3.51 (m, CmYi,) . 3.20-3.30 (m, 2 H- 
C(5M), 2.51 (m, H-C(2M), 2.31 (m, H-C(2M), 1-28 (d, CHCH3) , 
1.24 (s, Q^CHj)^). HRMS (FAB, M+H") berechnet fiir C52H54N4O12 : 
927.3816. Gefunden: 927.3826. ESI-MS: 927 (M+H*) . 950 (M+Na*) . 
Rj (Toluol /Ethylacetat 2:1) 0.34 



Beispiel 5: n4- ( (4-«^-'^butylphenoxy) acetyl) - 5'-0-(4,4'- 

dimethoxy-trityl) -3 • -O- [2 - ( 2 -nitrophe- 
nyl ) propoxycarbony 1 ] - 2 ^ -deoxycyt idin ( 8 ) 

ZU 1.2 equiv i-Methyl-3- [2- (2-nitrophenyl ) propoxy-carbonyl] i- 
midazoliumtriflat (2a) (2.8 mmol) in 8 ml Dichlormethan. und 2 
ml Nitromethan iiber Molsieb 4A werden innerhalb 10 min eine 
Losung aus 1.68 g N4- ( (4-""butylphenoxy) acetyl) -5 ■ -O- (4 , 4 ' - 
dimethoxytrityl) -2 -0-desoxycytidin (4) (2.3 mmol) in 10 ml 
Dichlormethan bei 0°C zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde 
iiber Nacht bei 0°C geriihrt, dann mit gesattigter NaHC03 (100 
ml) extrahiert, iiber Na^SO^ getrocknet und evaporiert. Die 
Aufreinigung der Titelverbindung erfolgt iiber Flash Chromato- 
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graphie (0-66 % Ethylacetat in Toluol) . 
Rf (Toluol/Ethylacetat 2:1) 0.34 

Beispiel 6 : 3 • -O- [2- {2-Nitropbeiiyl)propoxycarbonyl] -thy- 

midln (11) 

Zu 1.2 equiv N^- [2- (2-Nitrophenyl ) propoxycarbonyl] -N-methyl- 
imidazolium chlorid (2) (4.4 mmol) in 3 0 ml Dichlonuethan xiber 
Molsieb 4A warden innerhalb 10 iriin eine Losiing aus 2 g 5 ' -O- 
(4 , 4 ' -Dimethoxytrityl) -thymidin (3) (3.67 mmol) in 2 0 ml Di- 
chlormethan bei 0°C zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde iiber 
Nacht bei O'^C geriihrt, dann mit 0.5 % HCl (100 ml) extrahiert, 
liber Na2S04 getrocknet und evaporiert. Zur organischen Phase 
wird 10 % Trichloressigsaure (70 ml) in Dichlormethan zugefiigt 
und fiir 2 min geriihrt . Danach wird die tief rote Losung zwei- 
mal mit gesattigter NaHCOs (100 ml) extrahiert, uber Na2S04 
getrocknet und evaporiert. Reinigung liber Flash Chromatogra- 
phie (0-10 % Methanol in Toluol/Ethylacetat (5:4)) ergab 1.53 
g (93%) der Titelverbindung . 

^H-NMR (DMSO) : 5_11.26 (br, NH) , 7.82 (m, IH o zu NOj) , 7.69 
Jm, H-C(6), IH m zu NOj, IH p zu NO^) , 7.49 (m, IH m zu NOj) , 
6.11 (m, H-C(IM), 5.09 (m, H-C(3M, H0-C(5M), 4.33 (m, CHCH^- 
O), 3.96 (m, H-C(4M), 3.59 (2m, 2H-C(5M), 3.52 (m, CHCB^O) , 
2.24 (m, 2 H-C(2M), 1-77 (2s, CH3) , 1.29 (d, CHCH,) . HRMS 
(FAB, M+fT) berechnet fur C20H23N3O9 : 450.1512. Gefunden: 450.1- 
524. ESI-MS: 450 (M+H*) , 472 (M+Na*) , 899 (2M+H*) , 921 (2M+Na*) . 
Rf (Toluol/Ethylacetat 1:2) 0.21 

Beispiel 7: N4- ( (4-^*'^butylphenoxy)ace1:yl) -3 • -O- [2- (2- 

nitrophenyl) -propoxycarbonyl] -2 ^ -desoxycyti- 
din (12) 

Wie beschrieben fur 11 mit N4- ( (4-^®''^butylphenoxy) acetyl) -2 ^ - 
desoxycytidin (4) (5 g, 6.93 mmol) in 50 ml Dichlormethan und 
2 (2.71 g, 8.32 mmol) in 50 ml Dichlormethan. Reinigung durch 
Ausfallen mit Toluol ergab 3.16 g (73%) der Titelverbindung. 
^H-NMR (DMSO) : 5_10 . 87 (br, NH) , 8.29 (d, H-C(6)), 7.82 (m, IH 
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o zu NO2) ,7.69 (m, IH m zu NO^, IH p zu NO^) , 7.48 (m, IH m zu 
NO,), 7.29 (m, 2H ;n zu ""butyl), 7.13 {d, H-C(5)), 6.84 (m, 2H 
o zu ""butyl), 6.08 (m, H-C(IM), 5.10 (m, H-C(3M. H0-C{5M), 
4.77 (s, CH,0), 4.33 (m, OCH^CH) , 4.10 (m, H-C(4M), 3.62 (m, 
2 H-C{5M), 3.53 (m, CHCH3) , 2.48 (m, H-C(2M), 2.21 (m, H- 
C(2M), 1.29 (d, CHCH3). 1.24 (s, C{CH,),). HRMS (FAB, M+H*) 
berechnet fur C,,U,,-^,0,,: 625.2509. Gefunden: 625.2495. ESI-MS: 
625 (M+H*), 647 (M+Na*) , 1249 (2M+H-) , 1271 (2M+Na^). Rf (Tolu- 
ol /Ethylacetat 1:4) 0.50 



Beispiel 8: n6- ( (4-""butylpbenoxy) acetyl) -3 • -O- [2- (2- 

nitrophenyl ) -propoxycarbonyl] -2 ^ -desoxyade- 
nosin (13) 

Wie beschrieben fur 11 mit N4- (( 4-"'^butylphenoxy) acetyl) -2 ' - 
desoxyadenosin (5) (2.73 g, 3.67 mmol) in 50 ml Dichlormethan 
und 2 (1.31 g, 4.40 inmol) in 50 ml Dichlormethan. Reinigung 
uber Flash Chromatographie (0-4 % Methanol in Tolu- 
ol /Ethylacetat (1:1)) ergab 2.05 g (86%) der Titelverbindung. 
^H-NMR (DMSO) : 6_10.78 (br, NH) , 8.66 (m, H-C(2), H-C(8)), 
7 83 (m, IH o zu NO,) . 7.70 (m, IH m zu NO,, IH p zu NO,) , 7.49 
(m, IH in zu NO,), 7.30 (m, 2H o zu ""butyl), 6.89 (m, 2H m zu 
""butyl), 6.43 (m, H-C(IM), 5.28 (m, H-C(3M), 5.14 (m, HO- 
C(5M). 4.98 (s, CHfi), 4.34 (m, OCH,CK) . 4.12 (m, H-C(4>)), 
3 60 (m, 2 H-C(5'), CHCH3) , 3.02 (m, H-C(2M), 2.57 (m, H- 
C(2M) 131 (d, CHCH,), 1.24 (s, CICH,),). HEMS (FAB, M+H^) 
berechnet fur C3,H3eN.O,: 649.2521. Gefunden: 649.2644. ESI-MS: 
649 (M-.H*), 671 (M+Na*), 1297 (2M+H^) , 1319 (2M+Na*) . R, (Tolu- 
ol /Ethylacetat 1:1) 0.17 



Beispiel 9 : N2- ( {4-'-'^butylphenoxy) acetyl) -3 • -O- [2- (2- 

nitrophenyl ) -propoxycarbonyl] -2 ' -desoatygua- 
nosin (14) 

Wie beschrieben fur 11 mit N2- ( (4-""butylphenoxy) acetyl) -2 - 
desoxyguanosin (6) (5 g, 6.58 mmol) in 50 ml Dichlormethan und 
2 (2 57 g, 7.9 iranol) in 50 ml Dichlormethan. Reinigung iiber 
Flash Chromatographie (0-10 % Methanol in Toluol /Ethylacetat 
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(1:1)) ergab 3.53 g (81%) der Titelverbindung . 

^H-NMR (DMSO) : 5_11.74 (br, 2 NH) , 8.23 (2s, H-C(8)), 7.83 (m, 
IH o zu NO2) , 7.70 (m, IH m zu NOj, IH p zu NOj) , 7.49 (m, IH 
m zu NO2) , 7.30 (m, 2H o zu ^"^butyl) , 6.89 (m, 2H ;n zu ^^"bu- 
tyl), 6.18 (m, H-C (1 M ) , 5.13 (m, H-C(3M), 5.06 (m, HO-C(5M- 
), 4.81 (2s, CHp) , 4.34 (m, OCH^CH) , 4.04 (m, H-C{4M), 3.55 
(m, 2 H-C(5M, CHCH3), 2.83/ (m, H-C(2M), 2.49 (m, H-C(2M), 
1.29 (d, CHCH3) , 1.25 {s, CiCH^)^). HHMS (FAB, M+H*) berechnet 
fur C32H36N6O10: 665-2570. Gefunden: 665.2582. ESI-MS: 665 (M+H*) , 
687 (M+Na*), 1329 (2M+H*), 1351 (2M+Na"). Rf (Ethyl- 
acetat /Methanol 3:1) 0.18 

Beispiel 10 : 3 ' -O- [2 - (2-Nitrophenyl)propoxycarbonyl] -thy- 

midin-5 ' -O- [ (2-cyaiioetliyl- ) -N,N-diisopropyl- 
phosphoramidlt ] ( 15 ) 

Zu einer Losung aus 1.53 g 3 ' -O- [ 2 - ( 2 -Ni tr ophe- 
nyDpropoxycarbonyl] -thymidin (11) (3.4 mmol) in 15 ml Aceto- 
nitril werden 1.2 ml 2-Cyanoethyl-N, N, N, N-tetraisopropylphos- 
phorodiamidit (3.98 ininol) \md 0.5 M Pyridin Hydrochlorid (3.4 
ml, 1.7 mmol) in Acetonitril zugefugt. Nach 1 hr Riihren wird 
die Reaktionslosung mit Dichlormethan (100 ml) verdunnt \ind 
mit gesattigter NaHC03 (100 ml) extrahiert. Die organische 
Phase wird mit gesattigter NaCl (100 ml) gewaschen, uber 
Na2S04 getrocknet und evaporiert. Reinigimg iiber Flash Chroma- 
tographie (0-3 0 % Ethylacetat in Toluol) ergab 1.94 g (88%) 
der Titelverbindung. 

^H-NMR (DMSO) : 5_11.26 (br, NH) , 7,82 (m, IH o zu NO2), 7.69 
(m, IH m zu NOj, IH p zu NO2) , 7.47-7.55 (m, H-C(5), IH m zu 
NO2), 6.08 (m, H-C(l^)), 5.09 (m, H-C(3M), 4.27-4.35 (m, OCif^- 
CH2), 4.12 (m, H-C(4M), 3.70-3.83 (m, 2 H-C(5M,OCH2 CH2CN) , 
3.49-3,59 (m, 3 CifCHj) , 2.75 (m, CH2CH2CN) , 2.29 (m, 2 H-C(2M), 
1.78 (m, CH3), 1.28 (d, CH3) , 1.09-1.24 (m, 7 CH3) . ^^P-NMR 
(DMSO) : 5_149.36, 149.33, 149,29 

ESI-MS: 649 (M+H") , 672 (M+Na*) , 1321 (2M+Na*) . HRMS (FAB, M+H*) 
berechnet fur CssH^qNsOioP : 650.2590. Gefunden: 650.2576. Rf 
(Toluol /Ethylacetat 1:1) 0.37 
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Beispiel 11: n4- { {4-^»^butylplieno3cy)acetyl) -3 • -O- [2- (2- 

nitrophenyl ) -propoacycarbonyl ] -2 ' -desoxycyti- 
din-5 • -O- [ (2-cy2uio-ethyl) -N,N-diisopropyl- 
phpsphoramidit] (16) 

Wie beschrieben fiir 15, mit N4- ( (4-""butylphenoxy) acetyl ) -3 • - 
O- [2- (2-nitrophenyl)propoxy-carbonyl] -2 * -desoxycytidin (12) 
(1.51 g, 2.41inmol), 2-Cyanoethyl- N,N,N,N-tetraisopropylphos- 
phordiamidit (0.9 ml, 2.84 mmol) und 0.5 M Pyridin Hydrochlo- 
rid (2.6 ml, 1.3 mmol). Reinigung iiber Flash Chromatographie 
(0-30 % Ethylacetat in Toluol) ergab 1 . 61 g (81%) der Titel- 
verbindiing . 

^H-NMR (DMSO) : 5_10.90 (br, NH) , 8.14 (m, H-C(6)), 7.82 (m, IH 
o 2U NO2) , 7.69 (m, IH m zu NO2, IH p zu NOj, 7.48 (m, IH m zu 
NO2 ), 7.29 (m, 2H o zu -^"^butyl) , 7.14 (m, H-C(5)), 6.83 (m, 
2H m zu ""butyl) , 6.07 (m, H-C(IM), 5.10 (m, H-C(3')), 4.77 
(s, OCH,) , 4.30 (m, OCH.CYL^, H-C(4M), 3.75 (m, 2 U-C {5 ^ ) . OCH^ 
CH2CN) . 3.55 (m, 3 CHCH3), 2.73 (m, CH^CH^CN) , 2.55 (m, H-C(2M- 
), 2.25 (m, H-C(2M), 1-29 (m, CH^) , 1.15 (m, 7 CH3) . ^^P-NMR 
(DMSO) : 5_149.35. HHMS (FAB, M+H") berechnet fiir C^oHsaNsOuP : 
825.3587. Gefunden: 825.3568. ESI-MS: 825 (M+H*) , 847 (M+Na*) , 
1649 (2M+H*) , 1671 (2M+Na*). Rf (Toluol /Ethylacetat 1:1) 0.43 



Beispiel 12: n6- ( (4-'^"'^butylplienoxy ) acetyl ) -3 • -O- [2- (2- 

nitrophenyl ) -propoxycsurbonyl] -2 ^ -desoxyade- 
nosin-S • -O- [ (2-cyaxio-etliyl) -N,N-diisopropyl- 
phosphoramidit ] ( 17 ) 

Wie beschrieben fiir 15, mit n6- ( (4-""butylphenoxy) acetyl) -3 ' - 
0- [2- (2-nitro-phenyl)propoxycarbonyl] -2 ' -desoxyadenosin (13) 

(1.90 g, 2.93 mrool) , 2-Cyanoethyl- N, N, N.N-tetraisopropylphos- 
phordiamidit (1.2 ml, 3.78 mmol) und 0.5 M Pyridin Hydrochlo- 
rid (2.9 ml, 1.45 mmol). Reinigiing iiber Flash Chromatographie 

(0-30 % Ethylacetat in Toluol) ergab 1.9 g (65%) der Titel- 
verbindung . 

^H-NMR (DMSO) : 5_11.70 (br, NH) , 8.64 (m, H-C(2), H-C(8)), 
7.83 (m, IH o zu NO^) , 7.71 (m, IH m zu NOj, IH p zu NO^, 7.48 
(m, IH m zu NO^ ), 7.29 (m, 2H o zu ""butyl), 6.88 (m, 2H jn zu 
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*^"^butyl), 6.45 (m, H-C(IM), 5.33 (m, H-C(3M), 4.98 (s, OCH^- 
), 4.36 (m, OCH2CH2), 4.24 (m, H-C(4M), 4.78 (m, 2 H-C ( 5 M , OCff^ 
CH2CN) , 3.53 (m, 3 CHCHa) , 3.12 {m, H-C{2M), 2.74 (m, CH:,CH2CN- 
), 2.60 (m, H-C(2M), 1.30 (d, CH3) , 1.11 (m, 7 CH3 ) . ^^P-NMR 
(DMSO) : 6_149.24, 149.20, 149.16. HRMS (FAB, M+H*) berechnet 
fur C41H53N8O10P: 849.3700. Gefunden: 849.3723. ESI-MS: 849 (M+H*- 
), 871 (M+Na*), 1697 (2M+H*) , 1719 (2M+Na*). Rf (Tolu- 
ol/Ethylacetat 1:1) 0.53 



Beispiel 13: N2- ( (4-*'"^butylplieno3cy) acetyl) -3 ' -O- [2-(2- 

nitrophenyl) -propoxycarbonyl] -2 * -despxygua- 
nosin-5 • -O- [ (2-cyano-ethyl) -N,N-diisopropyl- 
pbosphorajoldit ] (18 ) 

Wie beschrieben fiir 15, mit N2- ( (4-^^^^butylphenoxy) acetyl) -3 ' - 
O- [2- {2-nitrophenyl) propoxy-carbonyl] -2 ' -desoxyguanosin (14) 
(1.0 g, 1.50 mmol) , 2-Cyanoethyl- N, N, N, N-tetraisopropylphos- 
phordiamidit (0.9 ml, 2,84 mmol) und 0.5 M Pyridin Hydrochlo- 
rid (1.75 ml, 0.87 mmol) . Reinigung liber Flash Chromatographie 
(33-66 % Aceton in Petrolether) ergab 1.19 g (91%) der Titel- 
verbindimg . 

^H-NMR (DMSO) : 5.11.45 (br, 2 NH) , 8.15 (m, H-C ( 8 ) ) , 7.83 (m, 
IH o zu NO2) / 7.70 (m, IH m zu NO2, IH p zu NOj, 7.49 (m, IH m 
zu NO2 ), 7.29 (m, 2H o zu *^^^^butyl ) , 6.88 (m, 2H m zu *^^"bu- 
tyl), 6.19 (m, H-C(IM). 5.23 (m, H-C(3M), 4.79 (m, OCH^) , 
4.36 (m, OCH2CH2) , 4.20 (m, H-C(4M), 3.73 (m, 2 H-C(5M, OCH^ 
CH2CN) , 3.55 (m, 3 CHCH3), 2.87 (m, CHjCH^CN) , 2.76 (m, H-C(2M- 
), 2.57 (m, H-C(2M), 1.30 (d, CH3) , 1.15 (m, 7 CH3) . ^^P-NMR 
(DMSO) : 5_149.46, 149.41. HRMS (FAB, M+H*) berechnet ftir 
C41H53N8O11P : 865.3649. Gefunden: 865.3660. ESI-MS: 865 (M+H*) , 
887 (M+Na") , 1751 (2M+Na*) . Rf (Toluol /Ethylacetat /Methanol 
5:4:1) 0.39 

Beispiel 14 : N-Met:hyl-N3- [ (6-nitroveratryl)oxycarbonyl] - 

imidazolitizachlorid ( 19 ) 

Bel 0°C werden zu 1.44 ml N-Methylimidazol (18.1 mmol) und 
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Molekularsieb 4A in 100 ml absolutem Dichlormethan 2 g Chlo- 
rameisensaure-6-nitroveratrylester (7.25 mmol; Firma Fluka 
Ulm) zugegeben. Die Reaktionsl6s\ang wird 15 Minuten bei 0°C 
geriihrt. Diese Reaktionslosung wird direkt fur Acylierungen 
eingesetzt . 



Beispiel 15 : 3 • -O- [ { 6-Nitroveratryl ) cwycarbonyl] -thymidin 

(21) 

Eine Losxing von 1.97 g 5 • -0- (4 , 4 ■ -Dimethoxytrityl) -thymidin 
(3.62 mmol) in 18 ml absolutem Dichlormethan und und 2 ml 
absolutem Pyridin werden iinter Stickstof f atmosphare und unter 
Ausschluss von Licht zu einer N-Methyl-N3 - [ ( 6-nitrover- 
atryl) oxycarbonyl] -imidazoliximchlorid-Acylierungsreaktion (19) 
(hergestellt aus 7.25 mmol Chlorameisensaure-6-nitroveratryle- 
ster) zugefiigt. Das Reaktionsgemisch wird abgedunkelt uber 
Nacht bei 4°C geriihrt. Das Molekularsieb wird abgetrennt und 
die organische Phase zweimal gegen gesSttigte NaHCOj (100 ml) 
extrahiert. Nach Trockenen iiber Na2S04 werden der organischen 
Phase 200 ml einer 10 % Trichloressigsaure in Dichlorethan 
zugefiigt. und 5 min bei Raumtemperatur geriihrt. Die stark rot 
gefarbte Losung wird zweimal mit gesattigter NaHCOj (2 00 ml) 
extrahiert, die organische Phase iiber Na2S04 getrocknet und 
evaporiert. Reinigxing iiber Flash Chromatographie (66-80% Et- 
hylacetat in Toluol) ergab 1.153 g der Titelverbindung (56 % 
Ausbeute ) 



Beispiel 16: 3 • -O- [{ 6 -Ni trover atryl ) oxycarbonyl ] - 

thymidin-S ' -O- [ (2-cyaiioethyl) -N,N-diisopro- 
pylphosphoramidit] (22) 

Unter Stickstof f atmosphare werden Ig 3 ' -O- [( 6-Nitrover- 
atryl) oxycarbonyl] -thymidin (21) (2.08 mmol) in 20 ml absolu- 
tem Dichlormethan gelost. Es werden unter Stickstof f atmosphere 
und unter Ausschluss von Licht 0.22 ml N-Methylmorpholin (2 
mmol) und 0.24 ml 2-Cyanoethyl-N,N-diisopropylphosphor-imido- 
chloridit (1.1 mmol) zugefugt. Nach 1 hr Riihren wird gegen 
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gesattigte NaHCOa (200 ml), dann gegen gesattigte NaCl (200 ml) 
extrahiert, die organische Phase iiber Na2S04 getrocknet und 
evaporiert. Reinigung xiber Flash Chromatographie (50-66% Et- 
hylacetat in Toluol), ergab 0.74 g der Titelverbindung (55 % 
Ausbeute) . 

Beispiel 17 : Herstellung von DAN-Chips mit Hilf e von monome- 
ren Bausteinen vom Typ 3 ' -O- [2- (2-nitro- 
phenyDpropoxycarbonyl] -5 ' -Phosphoramidit 

Die DNA-Chip-Synthese wurde analog dem Verfahren von Fodor et 
al . (Science 1991, 251, S 7 67 ff) unter Verwendung von Masken 
bzw. maskenfrei, wie bereits in den deutschen Pa ten tanmel dun- 
gen DE 198 58 440.7 bzw. DE 199 62 803.3 gezeigt, auf einer 
Glasoberf lache als Trager durchgefuhrt . 

Die Bestrahlung zum Zwecke der Abstraktion der 3'-0-[2-(2- 
Nitrophenyl) propoxycarbonyl] -Gruppe wird zwecimaSig unter 
Zusatz einer Base wahrend der Bestrahlung durchgefuhrt. Hier- 
bei sei auf die deutsche Patentanmeldung DE 198 58 440.7 ver- 
wiesen. Der Reaktionsablauf ist schematisch in Fig. 8 gezeigt. 
Als monomerer Bausteine vmrde die erf indungsgemafie Verbindung 
3 • _o- [ (2- ( 2 -Nitrophenyl) propoxycarbonyl] -thymidin-5 ' -O [ (-cya- 
noethyl) -N,N-diisopropyl-phosporamidit ] eingesetzt . Hierbei 
sei auf die deutsche Patentanmeldung DE 199 15 867.3 verwie- 
sen, Der angewendete Zyklus und die speziellen Synthesebedin- 
g\ingen sind in der deutschen Patentanmeldung DE 198 58 440.7 
gezeigt, worauf hier Bezug genommen wird. Die Ankoppelung des 
Nucleotidstranges erfolgt iiber das 5 * -Ende an die feste Tra- 
gerphase. Somit ist nach beendeter Synthese und abschlieSender 
Schutzgruppenabspaltung des 3 ' -OH-Ende frei verfugbar, Dadurch 
kormen Enzymreaktionen, die ein freies 3 ' -Ende verlangen (Po- 
lymerase-Reaktionen, Ligase-Reaktionen, PGR, cDNA-Synthese, 
Sequenzierungen, . . .) an diesen Bio-Chips durchgefuhrt werden. 

In Fig, 9 ist das Fluoreszenz-Image des hergestellten Chips 
mit d(Tg) nach Hybridisierung mit Cy5-markiertem d(Ai6) zu 
sehen. Das Muster entspricht der angewendeten Maske, d.h. es 
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war eine erfolgreiche DNA-Chip-Synthese moglich. 



Beispiel 18: Herstelliing von DNA-Chips mit Holfe von monome- 
ren Bausteinen vom Typ 3 ' -O- [ ( 6-Nitrover- 
atryl) oxycarbonyl-5 ' -Pliosporamidit 

Die DNA-Chip-Synthese wrude analog dem Verfahren von Fodor et 
al. (Sciene 1991, 251, S767 ff) unter Verwendung von Masken 
bzw. maskenfrei, wie bereits in den deutschen Patentaniaeldun- 
gen DE 198 58 440.7 bzw. DE 199 62 803,3 gezeigt, auf einer 
Glas-oberf lache als Trager durchgef lihrt . 

Die Bestrahlung ziim Zwecke der Abstraktion der 3 ' -O- ( 6-Nitro- 
veratryl) -Gruppe wird zweckmaEig ohne Zusatz von Losungsmit- 
teln, also "trocken" durchgef uhrt . Als monomerer Baustein 
wurde die er f indungsgemafie Verbindung 3 * -O- [ { S-Nitro- 
veratryl) oxycarbonyl] -thymidin-5 ' -O- [ (2-cyanoethyl) -N,N-dis- 
iopropylphosporamidit eingesetzt. Hierbei sei auf die deutsche 
Patentanmeldung DE 100 03 631.7 verwiesen, worauf hier Bezug 
genoinmen wird. Die Ankoppelung des Nucleotidstranges erfolgt 
iiber das 5 ' -Ende an die feste Tragerphase. Somit ist nach 
beendeter Synthese und abschlieSender Schutzgruppenabspaltung 
das 3 ' -OH-Ende frei verftigbar. Dadurch konnen Enzymreaktionen, 
die ein freies 3 ' -Ende verlangen (Polymerase-Reaktionen, Liga- 
se-Reaktionen, PGR, cDNA-Synthese , Sequenzierungen, . . . ) an 
diesen Bio-Chips durchgef iihrt werden. 

In Fig. 10 ist das Fluoreszenz- Image des hergestellen Chips 
mit d(Tio) nach Hybridisieirung mit Cy5-markiertem d(Ai6) zu 
sehen. Das Muster entspricht der angewendeten Maske, d.h. es 
war eine erfolgreiche DNA-Chip-Synthese moglich. 
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Beispiel 19: Durclif ulirung einer Polymerase-Reaktion (Primer 
Extension) auf einem DNA-Cliip, der mit Hilfe 
monomerer Bausteine vom Typ 3 ' -O- [2- {2-Nitro- 
phenyDpropoxycarbonyl] -tliyirLidin-5 ' -O- [ (2-cya- 
noethyl-) -N,N-diisopropyl-pliosphoramidit lier- 
gestellt wurde 

Auf den dTg-DNA-Chip wird flir die Durchfuhriang der Enzym-Re- 
aktion eine 25 /xl Reaktionskammer (EasiSeal, Hybaid) iiber den 
Array fixiert. 

1 /il des Templats [d (CTATAGTGAGTCGTATTAAAAAAAAAA) , 100 fJK] 
werden in 9,5 /il autoklaviertem Wasser fur 5 min bei 95*^C 
denaturiert und nach 3 rain auf Eis in die Reaktionskammer 
gefullt. Zugegeben werden ferner 12,5 /xl des Puffers (20 mM 
TrisHCl pH 7,5, 10 mM MgCLs, 15 mM DTT) , 1 ^1 dNTP-Mix (10 mM) 
und zum SchluS 1 ^1 des Klenow-Fragments (3 ' exo+5 ' exo; 5000 
U/ml; New England Biolabs) . Nach sorgfaltigem Mischen wird die 
Reaktionskammer verschlossen und die Reaktion uber Nacht bei 
37^*0 durchgef uhrt . 

Zur Detektion wird anschliefiend fur 30 sec bei 95°C mit Strip- 
ping-Buffer (2,5 mM Na2HP04, 0,1 % (v/v) SDS) gewaschen -und 
dann mit 5'-Cy5-dA16 und 5 * -Cy3-d(CTATAGTGAGTCGTATT) hybridi- 
siert . 

Beispiel 20: Durchfuhrung einer Ligase-Reaktion auf einem 
DNA-Ch.ip, der mit Hilfe monomerer Bausteine vom 
Typ 3 * -O- [2- (2-Nitrophenyl)propoxycarbonyl] - 
tbymidin-5 ' -O- [ (2-cyanoethyl-) -N^N-diisopropyl- 
pbosphoramidit] hergestellt wurde 

Auf den dTiQ-DNA-Schip wird fur die Durchf uhrung der Enzym- 

Reaktion eine 25 /xl Reaktionskammer (EasiSeal, Hybaid) liber 

den Array fixiert. 

1 /xl des Templats [d (CTATAGTGAGTCGTATTAAAAAAAAAA) , 100 
werden in 17,8 /xl autoklaviertem Wasser in die Reaktionskammer 
eingefiillt. Nach 2 min erfolgt die Zugabe von 1 /xl d(5*-Pho- 
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sphat-AATACGACTCACTATAG) [100 fJiM] . Zugegeben werden nach wei- 
teren 2 min ferner 5 ^il des Ligase-Puf f ers {5x; 250 mM TrisHCl 
pH 7,5, 50 mM MgCl2, 50 mM DTT, 5 mM ATP, 125 ftg BSA/ml) und 
zum SchluS 0,2 Ml <^er T4-DNA-Ligase (400 00 U/ml; New England 
Biolbas ) . die Reaktionskammer wird verschlossen und die Re- 
aktion fur 1 iir bei 16°C durchgefulirt . 

2ur Detektion wird anschliefiend fur 3 0 sec bei 95^*0 mit Strip- 
ping-Buffer (2,5 mM Na2HP04, 0,1 % (v/v) SDS) gewaschen und 
dann mit 5'-Cy5-dA16 und 5 ' -Cy3-d (CTATAGTGAGTCGTATT) hybridi- 
siert. 
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Patentanspriicbe 



1) Nucleosid-Derivate mit photolabilen Schutzgruppen der 
allgemeinen Formel (I) 

B 

R5— o- 





--fcH2^X-0 Re 



R7 NO2 



mit 

= H, NO2, CN, OCH3, Halogen, Alkyl-, Alkoxy- oder Al- 

koxyalkylrest mit 1 bis 4 C-Atomen oder ein ggf . 

substituierter Arylrest oder ein aliphatischer Acy- 

Irest mit 2 bis 5 Atomen 
r2 = H, NO2, CN, OCH3, Halogen, Alkyl-, Alkoxy- oder Al- 

koxyalkylrest mit 1 bis 4 C-Atomen oder ein ggf. 

substutierter Airylrest oder ein aliphatischer Acyl- 

rest mit 2 bis 5 Atomen, 
r3 = H, Halogen, NOj, CN, OCH3 , Alkyl-, Alkoxy- oder Al- 

koxyalkylrest mit 1 bis 4 C-Atomen oder ein ggf. 

substituierter Arylrest oder aliphatischer Acylrest 

mit 2 bis 5 Atomen, 
R^ = H, Halogen, NO2, CN, OCH3, Alkyl-, Alkoxy- oder Al- 

koxyalkylrest mit 1 bis 4 C-Atomen oder ein ggf. 

substituierter Arylrest oder aliphatischer Acylrest 

mit 2 bis 5 Atomen, 
R^ = H, Dimethoxytrityl oder eine in der Nucleotidchemie 

iibliche Schutzgruppe oder eine libliche funktionelle 

Giruppe zur Herstellung von Oligonukleotiden iibliche 

Schutzgruppe 

R^ = H, OH; Halogen oder wobei ^ = O oder S und R^ = 

Alkyl- Oder Alkoxyalkyl mit 1 bis 4 C-Atomen oder 
ein ggf. substituierter Arylrest oder ein aliphati- 
scher Acylrest mit 2 bis 5 Atomen sowie eine in der 
Nukleotidchemie iibliche Schutzgruppe 
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R'^ = H, NO2, CN, OCH3, Halogen, Alkyl-, Alkoxy- oder Al- 
koxyalkylrest mit 1 bis 4 C-Atoiuen oder ein ggf . 
substituierter Arylrest oder aliphatischer Acylrest 
mit 2 bis 5 Atomen, 

n = 0 oder 1 

X = SO2, OCO, OCS 

B = H, Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin, Uracil, 2 , 6-Di- 
aminopur in- 9 -yl , Hypoxanthin- 9 -y 1 , 5 -Methyl cy t os in- 
1-yl, 5-Amino-4-lmidazolcarbonsaure-l-yl oder 5-Aini- 
no-4-Imidazolcarbonsaureamid-3-yl, wobei im Falle 
von B = Adenin, Cytosin oder Guanin die primare Ami- 
nofunktion ggf. eine temporare oder permanente Schu- 
tzgruppe aufweist bzw. Thymin oder Uracil an der 04- 
Position ggf. eine permanente Schutzgruppe aufweist . 

Nucleosid-Derivat nach Anspruch 1, wobei im Falle von 
9t H R^, und R^ jeweils H sind. 

Nucleosid-Derivat nach Anspruch 1, wobei im Fall von R^ = 
OCH3 R^ = H ist. 

Nucleosid-Derivat nach einem der Anspriiche 1-3, wobei R^ 
= CH3 ist. 

Nucleosid-Derivat nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei 
die ubliche funktionelle Gruppe zur Herstellung von Oli- 
gonukleotiden an der Position R' eine Phosphitamidgruppe 
der Formel 

p-NC-CH2-CH2-0-P-N(Q)2, p-NC-CeH^-CH^-CH^-O-P-N (Q) 2, p- 
NO^-CeH.-CH^-CH^-O-P-N (Q) ^ Oder CH^^CH-CH^-O-P-N (Q) 2 
ist, 

wobei die Q-Gruppen gleich oder verschieden sein konnen 
und lineare oder verzweigte Alkylreste mit 1 bis 4 C-Ato- 
men bedeuten. 

Nucleosid-Derivat nach Anspruch 5 , wobei die Q-Gruppe 
Ethyl- Oder Isopropyl- ist. 
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7) Nucleosid-Derivat nach einem der Anspriiche 1-6, wobei der 
Rest in der Gruppe an der Position R^ im Falle von 
^ = O eine 0-Alkyl-, 0-Alkenyl-, 0-Acetal- Oder 0-Sily- 
lether-Gruppe oder im Fall von W = S eine O- Alky 1 -Gruppe 
ist . 

8) Nucleosid-Derivat nach Anspruch 1, wobei Halogen CI, Br, 
I bedeutet . 



9) Verfahren zur Herstellung von Nucleosid-Derivaten nach 
einem der Anspriiche 1-8, wobei man 

(al) eine Verbindung der allgemeinen Formel (II) 




in der R\ R^ R^ R4, R\ n und X die oben genannte 
Bedeutung haben, 

mit N-Methylimidazol, Pyridin, N, N-Dimethylaminopy- 
ridin, Triazol oder Tetrazol umsetzt, oder 

(a2) eine Verbindung der allgemeinen Formel (V) 



Y = C=0 Oder C=S 

mit einem Methylierungsmittel umsetzt sowie das er- 
haltene Produkt mit einem Alkohol reagieren laBt 
und anschliefiend 
(b) das in Stufe (al) oder (a2) gebildete Acylierungs- 
reagenz (IV) 
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e 

\ /— C-C-O-Y-iVj" ^^^^ 



IV (Z=CI) 



R' NO, 



IV (Z=triflat) 



-N^^' Oder ©r'^-f.^ 



Y = C=0 Oder C=S 

mit einem Nucleosid der allgemeinen Formel (IX) 

E 

OMTrC- 




in der R^, iind B die oben angebene Bedeutiing ha- 
ben, reagieren lafit. 

10) Verfahren nach Anspruch 9, wobei man in der 5 ' -Stellung 
der entstandenen Nucleosid-Derivate eine Phosphitamid- 
Gruppe der Formel 

p-NC-CH2-CH2-0-P-N(Q) 2. p-NC-CeH^-CHs-CHj-O-P-N (Q) 2. p- 
NO2-C6H4-CH2-CH2-O-P-N (Q) 2 Oder CH2=CH-CH2-0-P-N (Q) 2 
ist , 

wobei die Q-Gruppen gleich oder verschieden sein konnen 
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iind lineare oder verzweigte Alkylreste mit 1 bis 4 C-Ato- 
men bedeuten, einf lihrt . 

11) Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, wobei man Stufe (al) 
Oder (a2) in einem polaren organischen Losungsmittel bei 
Temperaturen zwischen -10 iind +10 °C durchf lihrt . 

12) Verfahren nach Anspruch 11, wobei das polare Losungs- 
mittel Dichlormethan ist. 

13) Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, wobei die Temperatur 
ca. 0°C betragt. 

14) Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 13, wobei man 
Stufe (b) in Dichlormethan oder einem Dichlormethan ent- 
haltenden Losungsmittelgemisch bei Temperaturen von ca. 
O'^C durchf uhrt. 

15) Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, wobei man in 
Stufe (b) das in Stufe (a) gebildete Acylierungsmittel in 
Dichlormethan vorlegt und das Nucleosid zutropft. 

17) Verwendung der Nucleosid-Derivate nach einem der Ansprii- 
che 1 bis 8 zum Aufbau von Oligonukleotiden oder Nuklein- 
saure- Chips . 

18) Nukleinsaure-Chip, bei dem die liber eine lichtgesteuerte 
Synthese aufgebauten Oligomeren liber das 5 ' -Ende an die 
feste Phase gekoppelt sind. 

19) Verwendung eines Nukleinsaure-Chips gemaS Anspruch 18 flir 
Enzymreaktionen, die von einer freien 3 * -Hydroxy Igruppe 
ausgehen. 

20) Verwendung eines Nukleinsaure-Chips gemaS Anspruch 18 flir 
Festphasen-gestlitz te Polymerasereaktionen . 
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21) Verwendung eines Nukleinsaure-Chips gemaS Anspruch 18 
Ligasereaktionen . 
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Herstellunq des Acvlierunasreaaenzes fur X= SOo^ OCO. PCS: 




III 

N-Methyiimidazol 



© 



R' NO, 



O SO 
furX= O-C , O-C • S 
n = 0,1 O 



IV (Z=CI) 

n = 0.1 



altemativ fur X = OCO. PCS: 



N 



/^N CFaSOzOMe (VI) Me®^ 



: N-Y-N I 



- N_Y-N , ^ 
W W 20tP 



© 
'NMe 



CHgClg, NO2CH3 



VII 



fur X = OCO :Y= c 



furX = OCS :Y= c 



\— — / R^ 
R^ \ \-CH— (CH2)-0H 



R^ NO2 



VIII 

n = 0,1 



r2 r3 , 



© 



R^ NO2 

IV (Zstrlflat) 

n = 0,1 



Fig. 1 
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Herstellung des Acvlierunasre agenzes fur X=OCO 



R2 R3 



Ri-/~C-C— (cHa);^OH 



Diphosgen 



O 
II 



\ / \ 
NO, 



n = 0,1 



Diisopropylethylamin \ / H ^ 'n 



THF 



NO2 



N-Methylimidazol 
CHaCIa 



aitemativ 



\ / R^ 



R^ NO2 



n = 0,1 



O _ 

N-C-N , 



_ MeN N_c-N , ^ 

W W 2 OTP 



CH2CI2, NO2CH3 



Ri-^-i-(CH2);^OH 
NO2 



\ / I 

R^ NO2 



n = 0,1 



Fig. 1a 
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Herstellunq des Acylierungsreagenzes fur X=OCS : 



// \ \ , . Thiophosgen . // \ ^ i \ " 

— f fcHaV-OH — f >— C (CHaj— O-C-CI 

\ / H ^ 'n Diisopropylethylamtn \ / H ^ 'n 

I \ THF I \ 



\ / r" 



R' NO, 



n = 0,1 



R' NO, 



N-Methylimidazol 
GH2CI2 



H 

r' NO2 



n = 0,1 



altemativ : 



N-C-N , 



CFaSOzOMe 
CH2CI2. NO2CH3 



MeN 



II 



© 

'NMe 



. N-C-N I ^ 
W W 20tP 




C fcHz^OH 

H ^ /n 



R^ NO2 



n = 0.1 



N { R'' 



© 

NCH3 



R' no? OTf 



© 



n = 0,1 



Fig. lb 
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HersteUung des Acylierunasr eaqenzes fur X=SO>> :. 



NO2 



>J-Methylimida20l 

CH2d2 



r2 



n = 0,1 



n = 0,1 



Fig. 1c 
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Syntheseplan : Umsetzuna des Acylierunosreaqenzes 



B 



,._^^c'h-(cH.);;X-n3 

o so 

II II M 

furX= O-C , O-C ' S 

II 

o 

(IV ; Z = CI, OTf) 



© 

NCH3 
.© 




DMTrO 



.0 
OH R« 




Molekularsieb 
N-Methylimidazol 



B 



DMTrO 




— (CH2)-X-0 R 



IX 



Saure 



HO 



B 





VCH— (cH2)^X-0 R' 



XI 



N(i-pr)2 



NCCH2CH2O— + Base 



Oder 



CI 



N(i-pr)2 



NCCH2CH2O— + Saure 
N(i-pr)2 



NCCH2CH2O — p. 



N(i-pr)2 

B 



R^ 



R' <! VCH— ^CH2)j^X-0 




XII 



N02 



Fig. 2 
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BeisDiele : 



N-Methylimidazol 
Motekularsieb 
CH3 O o'C. CH2CI2 

C-C-O-C-CI - 

H H2 

quantitativ 
NO2 



. ^ CH3 O ^© 

\=y^H H2 w CI 
NO2 

2 




N 



O 
II 

N-C-N 



•N 



CFgSOgOMe, O'C 
CH2CI2. NO2CH3 



20T1 



CH3 

1^ \— C-C-OH 
H Hg 

NO2 




CH3 O 

/ \— C-C-O-C-N / 
V=/ H H2 W 

NO2 



© 

■NMe 



OTf 



0 



2a 



Fig. 3 
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Beispiele 



\=/ H H2 W © 

V OTf 
N02 

2 CH2CI2 

Molekularsieb 
N-Methylimidazol 



O 





DMTrO 



HN 
O^N 
O 





OH H 



O 

II 

HN-C-C-O 
H2 




I 



NO2 



Fig. 4 
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CH3O 



N-Methytimidazol 
Molekularsieb 



CH- 



O o-C. CH2CI2 
P— / V-c— O-C-CI 



\=/ H2 
NO2 



quantitativ 




W H2 



w cP 



19 



Fig. 6 
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Kondensation S'-Phosphitamid 



0CH2CH2CN 

/ B 



R^— ^^^^CH-(cH2);;X-0 
R^ NO2 



Oxidation 
(capping) 



OCH2CH2CN 



N P = 0 

H 



r2 r3 ^ 

R^— CH -•{CH2)j| X - O R^ 
R^ NO2 



S'Phosphitamid = < 



\ OCH2CH2CN 

^ / B 

R^— /^VcH-(CH2)|jX-0 R^ 
NO2 



Bestrahiung 



OCH2CH2CN 



N — p = o 

" I 

o 



HO R® 



Kondensation 



5'-Phosphitamid 



0CH2CH2CN 

N P = 0 

H 



NCH2CH2CO 



O R** 
I 



R'— f VcH-(CHj)|;X-0 R« 

r' no. 



Fig. 8 



OCHgCHaCN 



N P = 0 

H 



O R* 



NCH2CH2CO P=0 B 
O- 



O R^ 

NCH2CH2CO-P = 0 B 
O- 



OH R® 
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Svnthese von DNA-Chips : 




m-m-m m n..m. m m 

m .mm. m m- m- "* ss- 

m- B ■m^-m - m m m m 

m m m m ;u ^ m ^ 

€J ^ Ui ® 



Chip-Synthese 



Detektion durch Hybridisierung mit : 
5' -Cy5-d(AAAAAAA AAAAAAAAA) 



Hg.9 
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Synthese von DNA-Chips : 




5' 

— T — OH 3' 



Ucht-gesteuerte I noovsi^p-p^ t 

DNA-Chip Synthese ^ flV^ 




CHs-O-O-O 



TTTTTTTTTT— OH 



,# ■«» % 



Chip-Synthese 



E>etekdon durch Hybridisierung mit : 
5'-Cy5-d(AAAAAAAAAAAAAAAA) 



Fig. 10 
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Svnthese von DNA-Chips : 

Bestimmung der Belichtungszeit 
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NO2 I 

I Belichten 

I (= Abspalten der Photoschutzgnippen) 




Belichtungszeit / min 



Fig.ll 
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Enzvmatische Reaktion auf DNA-Chips : 

Polymerase (Pnmer Extension) 



TTTTTTTTT— OH ^' 
3' AAA AAA AAA ATT ATG CTG AGT GAT ATC 



Polymerase 
(KlenoW'Fragment) 



S* 3* 

TT TTT TTT T AA TAG GAG TCA CTA TAG 



^ST « * 

^ ^ & S 

© Q D G 

^ i* «; C 

C O w ^ 

# -IS :t. & 

3? la- G :?r 



a. 3»; ^ 1 

If? ^ « « 

%l j3 ^« 

^ * 4S ft 

- ^ « 



CyS-Kanal 





m 


m 




m 








■m 


«S..^!f;-li|--«;it-*- 


■m. 




mm 






m- m m-m-m m m 


m 


m m m m. n ^ 






m S5 m ® is, 







Chip-Synthese 

(a) 



Polymerase 

(b) 



Detektion durch Hybridisierung mit : 

(a) 5'-Cy5-d(AAAAAAAAAAAAAAAA) 

(b) 5'-Cy3-d(CTATAGTGAGTCGTATrA) 



Fig. 12 
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Pny ymatiscb ^ l^eaktion anf DNA-Chipsj. 

Lisase 



-TTTTTTTTTT p-AA TAC GAC TCA CTA TAG 
3 AAA AAA AAA ATT ATG CTG AGT GAT ATC 



3' 



UGJ^E 



-TTT TTT TTT TAA TAC GAC TCA CTA TAG ^ 



Cy5-Kanal 




Chip-Synthese 




Cy3-Kanal 




Negativ- J I 
Kontrollel 



Ligation 




(a) 



(b) 



E>etektion durch Hybridisierung mit : 

(a) 5'-Cy5-d(AAAAAAAAAAAAAAAA) 

(b) 5'-Cy3-d(CrATAGTGAGTCGTATrA) 



Fig. 13 
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